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ZAROJELENTES
Osszefoglalé

A pélyazat révén jelentésen bdvitettUk a szarvasmarha FcRn (bFcRn) szerepérdl alkotott
ismereteinket arrol hogyan szabalyozza ez a receptor az IgG homeosztazisat. Egyik legfontosabb
eredménylnknek tartjuk, hogy tisztaztuk a bFcRn szerepét tégy IgG transzport folyamataban.
Fellleti plazmon rezonancia elemzéseinkkel kimutattuk, hogy a receptor Iényegesen nagyobb
affinitassal kotédik a bovin IgG2, mint az IgG1 izotipushoz. A tejmirigyben kifejez6d6 bFcRn
transzgenikus egerek elemzésével pedig megallapitottuk, hogy a nagyobb mértékl receptor
kifejez6dés jelentésen ndveli az allatok szérum IgG szintjét, és csak kismértékben a tej 1gG
koncentraciojat. E két megfigyelés alapjan kijelenthetd, hogy a bFcRn a tégyben nem az IgG1-et
szekretalja, hanem az IgG2-t juttatja vissza a keringésbe, megakadalyozza ennek az izotipusnak a
tejbe torténd kilrilését. Szarvasmarhaban végzett IgG kilrllési vizsgalatainkkal megallapitottuk,
hogy a bFcRn aktivan kdzremikddik az 1gG lebomlasanak szabdlyozasaban. A bFcRn-t faj-
specifikus, test szerte kifejez6dé transzgenikus egerekben végzett elemzéseink kimutattak, hogy
az FcRn kifejez6désének fokozasa csokkenti az IgG lebomlasat és immunizalast kovetéen fokozza
az antigén specifikus B limfocitak termelédését. Ennek kdszonhetéen ezeknek az allatoknak az
antigén specifikus ellenanyag termelése lényegesen meghaladja a hagyomanyos allatokét. Ez
utdbbi felismerés gazdasagi hasznositasara a kutatok létrehoztdk az ImmunoGenes Kift-et
(www.immunogenes.com).

Summary

In the frame of this grant, we significantly extended our knowledge about the role of the bovine
FcRn (bFcRn) in the IgG homeostasis. One of our most important results was to clarify the role of
this receptor in the IgG transport during colostrum formation. By using surface plasmon resonance
assay, we could show that the FcRn binds to bovine IgG2 at a much higher affinity as compared to
the IgG1 isotype. Transgenic mice that express bFcRn exclusively in their mammary gland during
lactation showed significantly higher serum IgG level, while the IgG concentration in the milk was
only slightly increased. Based on these two observations, we concluded that the bFcRn recycles
IgG2 to the blood from the mammary gland, instead of secreting IgG1 into colostrums/milk. Results
on IgG clearance studies in cattle showed that the bFcRn plays an important role in IgG protection
regulating its catabolism. Our other transgenic mice that express the bFcRn in species specific
mode throughout the body showed reduced IgG catabolism and enhanced antigen specific B cell
production upon immunization. Due to these two effects the antigen specific antibody production is
significantly improved in these animals. Based on this latter observation researchers founded
ImmunoGenes Kft (www.immunogenes.com) to execute a plan towards creating a profitable

company.
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1. Bevezetés

Ismeretes, hogy a neonatédlis Fc receptor (FCRn) szerepet jatszik az 1IgG molekulak intra- és
transzcellularis szallitAsaban az epithelsejteken keresztil, illetve megvédi az IgG és albumin
molekulakat a gyors lebomlastdl. Ez egyben magyarazza e két esszencialis fehérje kiemelkedéen
hosszl szérumbeli fél-életidejét is (Roopenian and Akilesh, 2007).

Bar a human és a ragcsalék FcRn medialt folyamatait szamos ponton tisztaztak, fontos
hangsulyoznunk, hogy az IgG homeosztazisaval kapcsolatban a kér6dz6k és egyéb haziallatok,
valamint a human, ill. ragcsalok kozott
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1-1. abra - a maternalis immunglobulin transzport sajatossagai emlésok esetén

(Butlor and Kehli, 2005) arra, hogy a maternadlis IgG

transzportjdban az FcRn fontos
szereppel bir, igy a human placentaban, a ragcsalok szikzacskdsejtjeiben biztositja a prenatalis
IgG atvitelt, illetve Ujszulott ragesalok vékonybél enterocitaiban ez a receptor felelds a tejben l1évo
IgG keringésbe juttatasaban. Egérben végzett vizsgalatok alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak,
hogy a ragcsalok tejmirigyében kifejez6dé FcRn a tejmirigy hamsejtjeibe kertilt IgG-t a keringésbe
juttatja vissza, azaz nem a tejbe torténd 19G szekréciot tamogatja, hanem a kering6 IgG kiurtlését
gatolja (Ward and Ober, 2009) (1-1. abra).

E kérdés vizsgalatanak Aallatorvosi, allattenyésztési (Godden, 2008), s6t human terapias
jelentésége vitathatatlan (Hammarstrom and Weiner, 2008; Kacskovics, 2003). Korabbi
vizsgalataink soran klonoztuk és karakterizaltuk a szarvasmarha, birka, sertés FcRn-t (Kacskovics
et al., 2000; Mayer et al., 2002; Zhao et al., 2003) és kilénb6z8, az IgG szekrécidban résztvevd
epithel sejtben mutattuk ki e gén expressziojat (tid6, Ujszuldtt vékonybél, emlédmirigy) (Mayer et
al.,, 2005; Mayer et al., 2004). E vizsgalatok révén feltételeztik, hogy a kéré6dzék tejmirigyében
kifejez6d6 receptor — ellentétben a ragcsaldkkal - az IgG szekrécidban vesz részt (Kacskovics,
2004). Mindazonaltal a receptor funkcionalis szerepének igazolasat korabban nem volt
lehetbségunk elvégezni, igy a szdban forgd palyazatban ezt a kérdést tudomanyos adatokkal
kiegészitve terveztik megvalaszolni.

Nem volt ismert az sem, hogy a szarvasmarha esetében az IgG katabolikus folyamataiban részt
vesz-e, illetve milyen moédon ez a receptor. Tovabbi fontos kérdésként mertlt fel, hogy milyen
modon szabalyozédik a receptor kifejez6dése az érintett sejtekben. Palyazatunkban tehat a
szarvasmarha FcRn (bFcRn) IgG-homeosztazisban betoltott szerepét terveztik - tébb oldalrdl is -
részletesen elemezni.
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2. In vitro elemzések az FcRn transzepithelidlis transzport és génexpresszidjaval
kapcsolatban

a) az FcRn lokalizaciéjaval, funkciéjaval kapcsolatos eredmények

A bFcRn epithel sejtekben torténd
lokalizacidjanak és funkcidjanak
elemzéséhez kezdetben a
korabban eléallitott nyal anti-FcRn
poliklonalis reagensiinket (Mayer et
al., 2004) alkalmaztuk a szintén
altalunk eléallitott bFcRn-t magas
szinten kifejez6 B4 sejteken,
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2-1. abra — az FcRn intracellularis vezikulumokban lokalizalédik (nydl anti-FcRn detekcid) ame|yeket MAC-T (to'gyham_

sejtvonal) CMV-bFcRn konstruk-
cidval transzfektaltunk, majd egy stabil klént G418 szelekciot kdvetben megdriztink (B4.3).
Megallapitottuk, hogy a sejtekben a receptor féként intracellularis vezikulumokban lokalizalédik
(2-1. abra) és igy nem mutat eltérést a human, ill. rdgcsalok epithelsejtjeivel sszehasonlitva.

A tovabbiakban ellenériztik,
hogy az IgG kotés a sejtekben
pH dependensen zajlik (az
FcRn-IgG kapcsolédas pH 6
értéken torténik) valamint azt,
hogy az IgG molekulak
bekeriiinek-e a lizoszémaba
(az FcRn ez ellen védi az 1gG-
t). Ennek érdekében
floureszcein jel6lt IgG-t adtunk
a B4.3 sejtekhez és pH6 ill.
pH8 kozegl médiumban
inkubaltuk &ket. Ezt kdvetben

MAC-T-pH 6

TMAC-T-pH 8

vizsgaltuk az IgG lokalizaciojat,

2-2. abra— Az IgG nem keril be a tégyepithel sejtek lizoszomaiba. A MAC-T és a bFcRn-t illetve ugyanezen sejtekben
nagymértékben kifejez6 B4.3 (MAC-T derivans) sejtek pH dependens IgG (z6ld) felvétele lathaté. (Az T

abran a lizoszémakat a kék szind LysoTracker-el jeldltik). egy specialis markerrel

(LysoTracker) jeléltik a
lizoszomakat. Az elemzést konfokalis mikroszképpal végeztik. Megallapitottuk, hogy az IgG
valéban nem kerill be a sejtek lizoszomaiba, amiért feltételezhetéen az FcRn felelés (az FcRn
detektalasat ugyanebben a sejtben technikai okok miatt nem tudtuk egy idében elvégezni).

A receptor detektalasahoz célszer(i volt egy tovabbi ellenanyagot is eléallitanunk, hiszen a korabbi
nyulbol szarmazé reagens fokozatosan vesztett aktivitasabol, valamint a mennyisége is
folyamatosan csokkent. Az Uj ellenanyag el6allitasahoz csirkét immunizaltunk rekombinans médon
termeltetett (Baculovirus rendszer; CalTech) bFcRn molekulaval. A csirke IgY elénye, hogy nem
kotédik az emlés Fe receptorokhoz, azaz nem kell szamolnunk a korabbi években tébbszér zavard
hatasként megjelené nem-specifikus reakciéval. Az immunizalt 4 allat kézil az egyik jelentds
titerben termelt FcRn specifikus ellenanyagot, amelyet vérbél, ill. a tovabbiakban tojasbdl
tisztitottunk. A tojasbdl tisztitott reagens még 1:10.000-szeres higitasban is kivaléan mikodik (2-4.
abra), amit tovabbi vizsgalatainkban terveziink felhasznalni.
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2-4. abra — a (rekombinans) bFcRn specifikus csirke poliklondlis ellenanyag (IgY) Western blotban és immuncitokémiai
viszgalat soran is nagy érzékenységgel jeldli a bFcrn molekulat

b) az FcRn pH dependens kapcsolédasa bovin és human IgG molekulakkal
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abra - In vitro radioreceptor assay, amelyben a bovin FcRn bovin és human IgG

molekulak interakcidjanak elemzését végeztik el.

Vizsgalataink kovetkezd |épéseként
elemeztik a bFcRn transzfektalt sejtek
IgG megkotéseét, illetve felvételét. A
radiojéddal jeldlt bovin és human IgG
molekulakat a B4 sejtek jelent6s
mértékben, mig az alapexpressziéval
rendelkezd MAC-T  sejtek  kis
mértékben vették fel pH6 értéken.
Ugyanakkor pH7.5 értéken a sejtek
csak minimalis IgG felvételt mutattak.
Megallapithattuk azt is, hogy a sejtek
lényegesen  nagyobb  mértékben
kototték a human IgG-t, a bovin IgG
felvételével 6sszehasonlitva. A csirke
IgY-t nem vették fel a sejtek, azok a
tehat nem kapcsolédnak a bovin
FcRn-hez (2-5. abra).

A bFcRn és a bovin ill. human IgG
interakciojat tovabb elemeztik a mar
leirt sejtmodellben kompetitiv felvételi

vizsgalattal, valamint az un fellileti plazmon rezonancia (SPR) méréssel (elsé Iépésként a bFcRn
nehéz és konnyi-lancat egy Bacoluvirus rendszerben kifejeztettuk; Id. fenn), az SPR mérést
Pamela Bjorkman munkacsoportjaval (CalTech, USA) egylttmikddve végeztik. Elemzéseink
kimutattak, hogy a bFcRn sokkal er6sebb kotéssel kapcsolédik a human IgG, mint a bovin 1gG
molekulakhoz (2-6. abra) (Kacskovics et al., 2006).
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2-6. abra — a bFcRn interakcioja a bovin és human IgG molekulakkal (A) in vitro felvételi rendszerben (B) és fellleti plazmon rezonancia (SPR) elemzéssel
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c) a bFcRn pH dependens kapcsolodasanak jellemzése a bovin IgG1 éslgG2 molekulakkal (SPR)

Mivel a kolosztrumban (sét a tejben
is) a bovin IgG1 mennyisége
Iényegesen meghaladja a bovin
1gG2 mennyiségét, régota
feltételezik, hogy a tégyben IgG1-et
szekretald receptor — hipotézisek
szerint az FcRn - Iényegesen
ersebben koéti az 1gG1, mint az
1gG2 molekulat. E kérdés
eldontésére a kézelmultban
végeztink SPR vizsgalatokat Shin-
Ichiro Nishimura munkacsoportjaval
(Hokkaido  University, Sapporo,
Japan).

RU
1200

1000

800

Eredményeink egyértelmien jelzik,
hogy az IgG2 mintegy 6-25-sz6r
ero6sebben kétédik az FcRn-hez,
mint az IgG1. Ennek az
eredménynek igen nagy
Jjelent6sége van, hiszen ennek
] . , , o alapjan elmondhatjuk, hogy a bovin

2-7. abra — a bFcRn interakcidja a blgG1 és blgG2 molekulakkal. Az IgG2 nagyobb affinitassal . . .
kotédik a bFcRn-hez, mint az IgG1. FcRn a tbgyben visszatartja az
19G2 molekulakat a Kitiriiléstél, nem
pedig szekretalja az I1gG1-t. Ez az eredményiink jol tamasztia ala in vivo transzgenikus
egérmodelliinkben kapott adatainkat és az azokbol levont kbvetkeztetéseinket (Id. 3.b. fejezet).
Elmondhaté tehat, hogy valamennyi eddig vizsgalt fajban a tejmirigyben kifejez6d6 FcRn
megakadalyozza a hozza erésebben kapcsolodni képes IgG molekulak tejbe iranyuld transzportjat.
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d) az FcRn szerepe a transzepithelialis IgG transzportban

Egy masik vizsgalat sorozatunkban az epithel sejtek transzcellularis transzport elemzését
terveztik. Ehhez olyan sejtmodellt kivantunk létrehozni, amelyben az FcRn lokalizaciéjat és az IgG
transzepithelialis transzportjat elemezhetjik. A makromolekulak sejten keresztiili transzportjanak in
vitro vizsgalatat (transcytosis assay) un. ,transwell” rendszerben terveztik elvégezni. Ebben a
formaban a sejttenyészet apicalis és basolateralis oldala a tenyésztéedény elkllonilt rekesze felé
néz. E rendszer feltétele, hogy a membranra tenyésztett sejtek a teljes konfluencia elérése utan, a
makromolekulak szamara atjarhatatlan ,monolayer’-t képezzenek. Ehhez elengedhetetlen, hogy a
sejtek kozott funkcionalisan ép ,tight junction” tipusu sejtkapcsolé strukturak jéjjenek Iétre, ugyanis
csak ezek gatoljadk meg hatékonyan a makromolekulak intercellularis diffuzidjat. Fontos tovabba,
hogy a sejtek érésiik soran polarizalédjanak, azaz specialis apicalis ill. basolateralis oldallal
rendelkezzenek. E tulajdonsagok meglétét a sejtek transzepithelialis elektromos ellenallas (TER)
valtozasanak mérésével, ill. félvékony metszetben és transzmisszids elektronmikroszkop
technikaval ellenérizzUk. Tekintettel arra, hogy a vizsgalati célkitizéseinknek leginkabb
megfelelének tind szarvasmarha tégyepithel sejtvonal (MAC-T) nem alkalmas a transzport
vizsgalatokra (tenyészetben tobb sejtrétegben né, a sejtek kozotti szoros kapcsolat, un tight-
junction” nem alakul ki, ill. nem valik polarizaltta, Id. korabbi OTKA jelentéseink), kisérleteinkben
tobbszor is megkiséreltink egy szarvasmarha vesehamsejtvonalat (MDBK) transzfektalni a
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szarvasmarha FcRn-t tartalmazé konstrukcidval. A korabbi években sikerrel hasznalt pCl-neo
eukariéta konstrukcio (G418 szelekciot biztosit) azonban nem vezetett eredményre. Ezt kévetéen
egy Uj konstrukciot allitottunk el6, amely hygromicin rezisztenciat biztosit (pcDNA3.1/Hygro).
Kisérleteink azonban tébbszdri probalkozas ellenére ismételten elakadtak.

Egy tovabbi megoldasi kisérletként, Dr. Kvell Krisztian és Dr. Czompoly Tamas kdzremikodésével
(Pécsi Tudomanyegyetem, Immunbiotechnolégiai Tanszék, illetve ImmunoGenomikai Kift)
lentivirus  konstrukciot allitottunk el6, amely az irodalom alapjan Iényegesen hatékonyabb
transzdukciot tesz lehetévé. Ezt a munkafazist 6sszekapcsoltuk a szoban forgd palyazathoz
kapcsoléddan elnyert OTKA nemzetkdzi palyazata (IN71293) keretében végzett munkaval,
amelynek célja az volt, hogy a bFcRn tultermelés hatasat a kiskér6dzé juhban is ellenérizzik, ill. a
kérédzékre jellemzd kérdésekben — tégy 1gG szekrécioé — pontositsuk. Kutatasainkat ennek alapjan
egy kollaboracids egyluttmikodés keretében a Roslin Intézettel kbzdsen valodsitottuk meg, és mig a
nemzetkdzi palyazat valddi célja az volt, hogy un. lentivirus transzgenezis (tg) révén bFcRn-t
tultermeld juhokat hozzunk létre és ezeket az allatokat elemezzik (egylttmikoédés Dr. Bruce
Whitelaw és Dr. Simon Lillico - Division of Gene Function and Development, Roslin Institute,
Edinburgh, UK; és errél sikeres zarojelentésben szamoltunk be), addig a széban forgd palyazatban
a sejtbeli folyamatokat kivantuk ezzel a technikaval nyomon kdvetni.

A létrehozott bFcRn lentivirus konstrukcidval sejteket fertéztink
és bennik a bFcRn mRNS/cDNS kifejezédést kimutattuk (2-8.
abra), addig a fehérjeszintll elemzéseink (Western blot) sajnos
kudarcot vallottak. Ennek lehetséges magyarazata az, hogy a
bFcRn sajat promotere nem bizonyult elegendé erésséglinek a
gén fehérjeszintli detektalhatésaga szempontjabdl. Mindezek
alapjan ezt a kisérleti iranyt lezartuk és az amugy is hitelesebb

2-8. abra - a bFcRn lentivitus konstrukcioval  eredmeényt nyUjto in vivo vizsgalatainkra koncentraltunk.
fert6zott kontroll human sejtek cDNS / PCR
elemzése

e) az FcRn génexpresszidjanak elemzése
Bar a génexpresszid szabalyozasa tobb szinten

Luc/Ren valésul meg, ezek egyik legfontosabb része a

QHCI ’? 5T2“ transzkripciés szabalyozas. A hL.JT’an FcRr’1 nehéz Ian'c

600 T WJAR (hFcRn) promoter szekvenciajat korabban mar
8253 meghataroztdk, a szarvasmarha FcRn nehéz lanc

(bFcRn) genomikus szekvenciajat, és ezaltal a
e promotert (-1802 bp) a kozelmultban izolaltuk és

- 112 elemztik (Doleschall et al., 2005). A transzkripcids

s 020 U‘06.' 013 027031025 elemzésekhez kildnb6z6 hosszusagi hFcRn és

00 - ' N bFcRn promoter-luciferaz riportergén expresszios
2-9. abra — a bovin FcRn promoter tartalmazé luciferéz vektor L . .,
érzékenyen reagal az NFKB transzkripcios faktorra. vektorokat allitottunk el6, amelyeket transzkripcios

faktort expresszalé konstrukciokkal egyutt kialonb6zé
sejtvonalakba transzfektaltuk, majd a sejtek luciferaz aktivitasat Dual-luciferase Reporter Assay
System (Promega) technikaval mértiik. A szekvencia elemzés kapcsan megallapitottuk, hogy a
promoter nagy valdszinliséggel NFkB transzkripcidés faktor koétéhellyel rendelkezik, amit tébb
sejtvonalban is validaltunk (2-9. abra).
A lehetséges NFkB kotdhelyek kotbképességét a megfeleld konstrukcidkban PCR alapu site-
directed mutagenezissel toroltik, igy a promoterek indukalhatésdga csdkkent vagy megsziint
(2-10. abra).
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2-10. abra — a bFcRn promoter NFkB transzkripcios faktorral torténd elemzése Dual-luciferaz rendszerben (HC11 egér eml&sepithel sejtvonalban). A
promoter harom NFkB transzkripcids factor kt6helyet tartalmaz, amelynek egyenként kimutalasa csokkenti az aktivacié hatékonysagat, illetve egyszerre
torténd valamennyi deletalasa teljesen megsziinteti azt.

A funkcionalisan aktiv kdt6helyeknek, és azok mutalt valtozatainak kétéképességét Electrophoretic
Mobility Shift Assay technikaval (EMSA) is teszteltik.

A 1000 e Bowo g = A vizsgalatok szarvasmarha-specifikussaganak
1000 1000 w0 megteremtése érdekében klénoztuk és
G g karakterizaltuk a szarvasmarha NFkB legfontosabb
" P alegységét. Megallapitottuk, hogy a fajra jellemzd
| ] eltérések mellett jelentds mértékii homologiat
0 mutat — kilénds tekintettel a Rel homoldgia és
G iox0 D 1000 00 transzaktivald6 doménekre — a tobbi emldsfajjal
. - ™1,  osszehasonlitva. A klénozott gén expresszald
_— - vektorba integraltuk és luciferaz rendszerben
EE e CH (2-11. abra) és immuncitokamiai modszerrel
N T N T ellendriztik funkcionalis épségét (2-12. abra)

, (Doleschall et al., 2007).

2-11. dbra - a bovin p65 aklivacist kozvetits hatasanak clemzése  Mindezek az eredmények arra utalnak, hogy a
v endathel seft BAZC) Duah luciforas rendszert alkaimazva, | SZarvasmarha FcRn expressziojat egy, a fertszés
és gyulladasok szempontjabdl kiemelt jelentéségi
transzkripciés ~ mechanizmus  befolydsolja. = Hasonld
megallapitasra jutott az a kutatécsoport, amely a human
FcRn génexpresszidjat elemezte (Liu et al.,, 2007). E
vizsgalatok fiziologiai-patofizioldgiai validalasat in vivo
kisérletekben kivanjuk a tovabbiakban megerésiteni.

anti-p65 anti-p65 + DNS festés

2-12. abra - bovin p65 transzkripcios factorral torténé transzfekcio. A. nem-
transzfektalt MAC-T sejtek; B. transzfektalt MAC-T sejtek — massziv p65
nuklearis lokalizacio (fehér nyilak). A p65 fehérjét anti-p65 ellenanyaggal
detektaltuk, mig a sejtmagot egy DNS festékkel (Hoechst 33342) jeldltlk.
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3. In vivo elemzések
a) 1gG katabolizmus vizsgalata szarvasmarhaban

A maternalis immuntranszport és az IgG katabolizmus folyamatainak biztositasat ugyanaz

a a receptor — FcRn — valdsitja meg, amely
Bleod (physiclesica et FRn =R az evolucio soran e két funkciéhoz
G Issociates r - r re 4 4 .
;5;22; X — ﬁg Lﬁﬁys.cm@ca.w rendkiviili mértékben adaptalodott. Amint
ecycling

%\Endocyf.c eﬂdow }’N . ere korabban utaltunk, a receptor az

\Y/Jvesmle é@ a l %/ epithelsejtek mellett az erek

e — endothelsejtjeiben is kifejezédik, ahol az

- IgG (és albumin) lebomlasat szabalyozza.

FcRn binds Sorting of H A i H A s

o & il\ Eéﬁ‘;l%is e——— Mindkét sejttipusban a sejtek legtobbszor

endosome |\ o 44/ a”*"eg’ad*"'“"“*;i‘fs"’“*\ nem-specifikus pinocitozissal veszik fel a

~E 1. /J’ = % makromolekulakat, amelyek ezt kovetben

_» = =3 ) . . . P

emg_gol '\ /; b ° » /az endoszémakba illetve a lizoszomakba

Manooyter ‘\ e/ Lymme kerllnek, és ott az alacsony kémhatas
endothelial cel

3-1. abra — az FcRn megakadalyozza az IgG lebomlasat az endothel me”ett’ enzimek révén lebomlanak. A

sejtekben és monocitakban

sejtbe kerult IgG molekula ebbdél a
szempontbdl kivételnek szamit. Amennyiben a sejt FCRn molekulat expresszal, az IgG a
korai endoszémalis vezikulumokban enyhén acidikus kémhatas mellett specifikusan
kapcsolddik a receptorral, és a tovabbiakban — az intracellularis lebomlast elkertlvén —
transzcitozissal a sejt ellenoldalara kerul (epithelsejt), vagy visszajut a keringésbe
(endothelsejt, monocita) (3-1. abra). (Roopenian and Akilesh, 2007).

i . ' Az endothelsejtek, monocitdk FcRn expresszibjat egérben és emberben
, i . ' is igazoltak, illetve szoros Osszefuggést mutattak ki az IgG - FcRn
KD ’}/’:} 1. . kapcsolodas eréssége, valamint az IgG vérbeli felezési ideje kozott. Ezt
| & i ' a kérdést azonban gazdasagi haszonallatokban, igy a kérédzékben,

korabban nem vizsgaltak. Kisérletink elsé fazisaban RT-PCR
moddszerrel kimutattuk a bFcRn kifejez6dését egy szarvasmarha

- |\l %
i Wl e endothel sejtvonalban (BAEC). Ezt kdvetéen elemeztik a kilonbozé
‘ szovetek endothel sejtieinek FcRn expressziéjat immunhisztokémiai
/ o - ' modszerrel. Elemzéseink kimutattdk, hogy a szarvasmarha kapillaris
. o o endothel sejtek is kifejezik a bFcRn-t (3-2. abra), illetve FcRn
¢ expressziét detektaltunk a vese tubulus sejtjeiben is (Kacskovics et al.,
% 2006).
A e

3-2. abra — bFcRn kimutatasa . L . ;
vékonybel és bor kapillaris endothel Az endothel sejtben expresszaloddé FcRn IgG katabolizmuséban

V.Sfégi'.i‘é';l'E”n?u”l”a"nrl'.sééﬁf’;‘}f;) betdltott szerepét in vivo kisérletben is vizsgaltuk. Minthogy a bFcRn
nagyobb affinitassal kéti a human, mint a bovin IgG-t (Id. 2.b. fejezet) a kisérleti allatokban els6
Iépésként a human IgG lebomlasat elemeztik (az allatokba fecskendezett human IgG vérbeli
koncentraciojat egy ELISA madszerrel konnyen nyomon kovethetjiik). Hipotézisliink helytallésaga
esetén a human IgG felezési ideje hosszabbnak bizonyul, mint a szarvasmarha immunglobuliné
tekintettel arra, hogy a human IgG nagyobb eséllyel (affinitdssal) kapcsolédik a bFcRn-hez. (Az
irodalmi adatok alapjan a bovin IgG kiliriilése kb. 16-20 nap felezési id6ével jellemezhetd.) Negativ
kontrollként megvizsgaltuk a csirke IgY molekulajanak felezési idejét is, tekintettel arra, hogy ez az
immunglobulin, in vitro receptor kotési vizsgalataink alapjan nem kapcsolédik a szarvasmarha
FcRn molekulahoz.
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Vizsgalatainkat elészor a SZIE, AOTK, Nagyallat Klinikajan végeztiik el ugy, hogy human IgG
készitményt fecskendeztink borjakba i.v. A human IgG vér koncentraciojanak elemzéséhez
rendszeresen vért vettlink, majd a savobdl a human IgG-t ELISA médszerrel hataroztuk meg. Az
elemzések kimutattak, hogy a befecskendezést kdvetdé mintegy 7 napig, a human IgG tartésan
kering és az ebben az id8intervallumban meghatarozott felezési ideje kb. 33 nap. Mindazonaltal a
tovabbiakban gyors kilrllés figyelhetd meg, amit az id6kdézben termelédétt anti-human IgG
megjelenésével, és a blgG-hlgG immunkomplex kialakulasaval magyaraztunk (3-3. abra A).

A, 1000 1.0 B 1000
a4 observed NigG Alpha_HL= 0.32 days prediced high
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3-3. abra — human IgG kilrilés normal (A), valamint human IgG-t expresszalo transzkromoszémalis (B) borjakban

Annak érdekében, hogy a human IgG kilirilését huzamosabb ideig vizsgalhassuk, a kdvetkezd
elemzést kollaboraciéban végeztik Richard A Goldsby-val és munkatarsaival (Amherst College,
Ambherst, US), akik ugyanezt a vizsgalatot human IgG-t endogén modon kifejez6 borjakban
(Kuroiwa et al., 2002) végezték el. Mivel ezeknek az allatokban a human IgG nem immunogén a
kordbban normalis borjakban megfigyelt immunkomplex képz&déssel dsszekdthetd, gyors kilrulési
fazissal nem kellett szamolnunk. Az adatokat - immar hosszu ideig tarté egyenletes kilrtlés
alapjan - értékelve megallapithattuk, hogy a human IgG kilrllése valéban 33 nap (3-3. abra B),
ami lényegesen hosszabb a bovin IgG felezési idejével Osszehasonlitva. A normal borjakba
fecskendezett csirke IgY kilrrlilése 2.3 napos felezési idével volt jellemezhetd, azaz funkcionalisan
is igazoltuk, hogy a bFcRn nem koéti a csirke IgY-t. Kiindulasi hipotézisiink tehat helytallonak
bizonyult és egyben megerdsitette a korabbi human és ragcsalé eredményeket (Kacskovics et al.,
2006).

b) Transzgenikus egér-modellek — I. Tejmirigy specifikus bFcRn overexpresszio

Az egyik ilyen transzgenikus egér modellt Dr. Lennart Hammarstom (Karolinska Institute,
Stockholm) és Dr. Yaofeng Zhao (Agricultural University, Beijing, China) professzorokkal egyditt
hoztuk létre és elemeztik. Ebben a modellben a bFcRn cDNS-t egy olyan expressziés kazettdba
integraltuk, amely kizardlag a laktacio idején fejezi ki a receptort a tejmirigyben (beta-kazein
promoter). Az integralt gének jelenlétét Southern-blot (3-1. abra), tejmirigy specifikus kifejez6dését
Northern blot (3-4. abra) technikaval validaltuk.

(a) Line 11 (b) Line 36

M PCK14 13 11 5§ 19 3 289 2 1 6 M H Lus L K-M M H lus L K-M
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3-1. abra — 11 transzgenikus alapit6 egér kromoszémalis DNS e : "

elemzése a beta-kazein-bFcRn integralédasa szempotjabdl. P: “ ."'".
plasmid mint pozitiv kontroll; CK negativ kontroll, nem = g

transzgenikus egerekbdl 3-4. abra — két alapité tg egér bFcRn

szOvetspecifikus kifejezédésének ellendrzése
Northern blot technikaval. M- tejmirigy, H — sziv, Lu —
tido, S — 1ép, L- maj, K — vese, -M — tejmirigy nem
transzgén alomtars
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E vizsgalat kapcsan azt tapasztaltuk, hogy az allatok
vérében megemelkedett az IgG szint, de ezt csak

Copy no. Relative IaG level®

Milk Serum

Line  beRn  bfam  RNAlwds'  (ugm)  (mgmy KiSMErtékben kovette a tej I9G szintjének emelkedése
wr } B P (3-3.abra). Ennek alapjan arra a kovetkeztetésre
2 1 1 + 1528 0-91 jutottunk, hogy az egér tejmirigyben a bFcRn
o i B o s e visszajuttatia az IgG-t a vérpalyaba, és nem
5 58.2 )
6 8 5 FUP 1887 1-41 szekretalja azt (Lu et al.,, 2007). Ezzel hasonlo
aoon : e O eredményre jutottunk, mint amit korabban mar
14 15 10 ++++ 2623 2-64

3-3. 4bra — transzgén expresszio és az IgG szint alakulasa a egerekné| publikaltak (Cianga et al., 1999) Fontos
szérumban és a tejben 6 transzgenikus egér vonalban. amelyek
kiilsnbszs mértékben expresszaliak a bfern nehéz- és konnyd-  hangsulyoznunk, hogy az azéta elvégzett FcRn —
lancat. s . . L
IgG1, IgG2 kotési vizsgalatok ezt a feltételezésunket
megerfésitették, azaz SPR rendszerben igazoltuk azt, hogy a kolosztrumbal/tejbe
nagymennyiségben szekretalddd IgG1 sokkal gyengébben kapcsolodik a bFcRn, mint az 1gG (Id.

2.c. fejezet).

¢) Transzgenikus egér-modellek — II. bovin FcRn promoter specifikus bFcRn overexpresszio

Jol ismert, hogy amennyiben egy pathogen

. kérokozé vagy antigén kerll a szervezetbe,
“%T{Q[ specifikus immunvalasz alakul ki ellene,
AN amely az antigén bekerulésétdl szamitott 1-2
hét elteltével csucsosodik ki. Ennek soran az
ANAA antigén specifikus B sejtekbdl plazmasejtek
képzédnek. Amennyiben ugyanaz az antigén
Ujra bejut a szervezetbe, nagyobb affinitasu
Minél tobb ellenanyag termel6dik, annal ellenanyagOk terme|6dése indUI be, a

gyorsabb a lebomlasa, azaz gyakorik

Ellenanyagok

Ellenanyag koncentracioja

immunizélas sziikséges a magas specifikus ellenanyagok titere megndvekszik,
koncentracié fenntartasahoz i L. . i i .
SR S S S S S - és hosszu ideig megtalalhatok a szérumban.
o A  specifikus  ellenanyagok  szérumban
immunizalastdl eltel idé
3-5. abra - Az ellenanyagszint alakulésa hiperimmunizalas soran maradasahoz a plazmasejtek fOIyamatOS

immunoglobulin termelése és az ellenanyagok
gyors Kkiurtléstdl valé hatékony védelme szikséges. Annak érdekében, hogy a poliklonalis
ellenanyag el6allitasba bevont allatok a lehetd legmagasabb ellenanyagszintet érjék el, az
allatokat ismételten, tdbbszér is immunizaljak, azaz hiperimmunizaljak. Az eljaras soran az
antigénre specifikus 1gG szintje meghaladhatja az adott fajra jellemz& normal értéket, ami viszont
azzal jar, hogy a mar megtermelt értékes ellenanyagok gyorsabb ltemben bomlanak le (Andersen
and Bjorneboe, 1964; Brambell et al., 1964). Ezért folyamatos és gyakori immunizalasra van
szlikség ahhoz, hogy a specifikus ellenanyagok magas szérumszintje megmaradjon (3-5. abra).

Ismeretes, hogy a neonatdlis Fc receptor (FCRn) szerepet jatszik az IgG molekulak intra- és
transzcellularis szallitdsaban az epithelsejteken keresztul, illetve megvédi az IgG (és albumin)
molekulakat a gyors lebomlastol. Ez egyben magyarazza e két esszencialis fehérje kiemelkedéen
hosszu szérumbeli féléletidejét is (Roopenian and Akilesh, 2007).

Annak érdekében, hogy az immunizalt allatokban fenntarthaté legyen a magas IgG szint, illetve a
hiperimmunizacié soran termelt értékes ellenanyagok lebomlasa kisebb mértéki legyen és ezaltal
a folyamat maximalis hatast érjen el, az FcRn fokozott kifejez6désén (overexpresszio) alapuld
rendszert terveztink. Meg kivantuk vizsgalni ennek a tényezdének a humoralis immunvalaszra

10
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kifejtett hatasat. A poliklonalis ellenanyagtermelés hatékonysaganak fokozasa érdekében
transzgenezissel kivaltott FCRn overexpresszido mindeddig ismeretlen megkoézelitésnek szamitott.

Mindehhez, Bb6sze Zsuzsanna munkacsoportja (Mez6gazdasagi Biotechnolégiai Kutatokdzpont,
Go6dollé) egy korabbi kézds Biotechnoldgiai palyazatunk (OMFB 01605/2002 és OMFB
01606/2002) révén, egy 102 kb hosszu, szarvasmarha genomikus DNS szakaszt hordozé
bakterialis mesterséges kromoszéma (bacterial artificial chromosome, BAC) segitségével olyan
transzgenikus egereket hoztak létre, amelyek overexpresszaljak a bFcRn-t. Az igy eldallitott két
transzgenikus egérvonalban az FcRn expresszidja kopiaszam fligg6, és fiiggetlen a transzgén
beépllési helyétél. Amint arrél beszamoltunk (Id. 2.b. és 3.a. fejezeteket) a bFcRn nagyobb
affinitassal kéti a human IgG-t, mint a szarvasmarha IgG-t, ezért ezekben az allatokban az egér és
human IgG kilrulését is vizsgaltuk. Eredményeink szerint a bFcRn overexpresszidja megnoveli a
beinjektalt egér és human IgG fél-életidejét a transzgenikus egerekben (3-6. abra) (Bender et al.,
2007).

#14 #19
WT bov he ho he ho
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- o
A £ £
- 2 2
- - - (2] o
1 2 3 4 5 6 § §
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B o o
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] 3
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N\ 104
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T T T T T T T T
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3-6. abra -BAC transzgenikus egerek képiaszam fiiggd és integracios helytél fliggetlen bFcRn expresszidja mRNS (A) és fehérje (B) szinten. A bFcRn
overexpresszidja megnoveli az egér (C) és a human (D) IgG féléletidejét a transzgenikus egerekben

Ezt kdvetéen kimutattuk, hogy ovalbuminnal (OVA) térténd immunizalas hatasara a vad tipusu (vt)
és a bFcRn-t négy, illetve 6t koépiaban hordozo transzgenikus (tg) egérvonalak (#14 és #19
vonalak) immunvalaszaban markans kulénbség alakult ki. A masodik immunizalasra a vt és a tg
egerek is robusztus ellenanyagtermeléssel valaszoltak, amit anti-OVA IgM és IgG titer
meghatarozasaval vizsgaltunk. Mindazonaltal a tg allatok immunvalasza szamottevéen erésebb
volt, amit a lényegesen magasabb anti-OVA IgM és IgG titerek mutattak. A magas anti-OVA IgG
titerek mind a vt, mind a tg egerekben pozitiv korrelaciot mutattak a megemelkedett total IgG
szintekkel, ami arra utal, hogy ovalbuminnal térténé immunizalas utan az IgG molekulak nagy
része OVA-specifikus volt. A total IgG szint csucsértéke meglepéden magas értéket mutatott a tg
egerekben (kb. 40 mg/ml!). Kimutattuk, hogy ez a kulénésen magas IgG mennyiség viszonylag
hosszu ideig megmarad az allat szervezetében Ujabb immunizalas nélkul is, ami arra utal, hogy az
overexpresszalodo bFcRn képes hatékonyan megvédeni a megemelkedett 1gG szintet, azaz
Iényegesen csdkkenti az értékes molekulak lebomlasat. Tovabba, a tg allatokban mért magasabb
OVA-specifikus IgM titer alapjan arra kdvetkeztettlink, hogy a robusztus OVA-specifikus IgG szint
egyrészt a hatékonyabb IgG védelem, masrészt pedig a fokozott immunvalasz egylttes
eredménye. Kdvetkeztetéslinket antigén-specifikus 1ép B sejtek vizsgalataval tamasztottuk ala. Az
OVA-immunizaciét kévetd 25. napon a tg allatokban kétszer annyi OVA-specifikus IgM-et, és
haromszor tobb OVA-specifikus 1gG-t termelé B sejtet talaltunk a vt allatokhoz képest, ELISPOT
vizsgalattal (3-7. abra) (Kacskovics et al., 2007).

11
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3-7. abra - A bFcRn overexpresszidja a tg egerekben az immunvalasz erételjes fokozasat eredményezi. Tg és vt egereket
ovalbuminnal immunizaltunk, majd 14 nappal kés6bb ujra oltottuk 6ket. A kisérlet soran folyamatosan gyijtott sz&rummintakbol
OVA-specifikus IgM és IgG titert hataroztunk meg. Az OVA-specifikus IgG titerek, csakugy, mint a total IgG szint szignifikansan
magasabb volt a tg egerekben, mint a vad tipustiakban (A és B). Kimutattuk, hogy az OVA-specifikus IgM szint a tg allatokban

szignifikansan megemelkedik a masodlagos immunvalasz soran, mig a vt egerekben ez nem figyelheté meg (C). Az immunizalast
kovetd 25. napon ELISPOT technikaval vizsgaltuk a 1épbdl szarmazé OVA-specifikus B sejteket. A tg allatokban kétszer tobb OVA-
specifikus IgM és haromszor tdbb OVA-specifikus 1gG termelé B sejtet mutattunk ki a vt allatokhoz képest.

A poliklonalis ellenanyag eléallitas soran szamos tényezd befolyasolhatja az immunizalas
eredményességét, igy az allatok fajdalma, komfortérzete is. Szamos esetben, féként, ha az
alkalmazni kivant antigén kevéssé immunogén, az immunizalast er6s un. adjuvans hatasu
anyagokkal fokozzak. Ezek az anyagok azonban sokszor jelent6s stresszel, s6t fajdalommal
jarnak. Tekintettel arra, hogy az FcRn overexpresszidéja nagyobb mennyiségl ellenanyag
termeléshez vezet, illetve a mar megtermelt 1IgG molekulakat hatékonyabban védi meg a
lebomlastdl, az allatokat joval kevesebb alkalommal kell immunizalni, ami nagy elényt jelent az
allatvédelem tekintetében is.

Ezekbdl az eredményekbdl el6szbr hazai szabadalmi bejelentéseket tettiink az elsébbségi datum
megszerzése érdekében (Danubia Szabadalmi és Jogi Iroda Kft. Budapest), majd ezt kévetden
nemzetk6zi szabadalmi bejelentést tettiink (International Bureau of the World Office Intellectual
Property Organization (RO/IB) PCT/IB2007/054770). A bejelentés alapjan a Magyar Szabadalmi
Hivatal an. Express Kutatast végzett (A technika allasanak feltarasa; SZ05/2007) és
megallapitotta, hogy a talalmany uj és feltalaldi tevékenységen alapszik, illetve azt, hogy a
talalmany iparilag alkalmazhaté. Tovabba, a Magyar Szabadalmi Hivatal EInéke életre hivott egy
kdzgazdaszbdl, jogaszbol és szabadalmi vizsgalobol alldé munkacsoportot azért, hogy
technoldgiank hasznosithatésagat értékelje. A munkacsoport altal készitett anyag - “Technology
Valuation Report” — a kdvetkez6 megallapitasokat tette: “A technolégia kivadlé lehetéséget
teremthet arra, hogy vezetd eljarassa valjék az ipari/kereskedelmi vonatkozasu poliklonalis
ellenanyag termelésben.”

Ezzel parhuzamosan, Kacskovics Imre és Bésze Zsuzsanna részt vett a ValDeal Innovaciés Zrt.
altal meghirdetett innovacios versenyben (2007), amelynek soran eqy nemzetkézi zslri az elsé 28
legjobb kézé, illetve az élettudomanyi kategdria egyik legjobb projektjének valasztotta a
benyujtott 287 palyazat alapjan.
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4. Osszefoglalas

Jelen palyazat révén alapvetd ismereteket szereztink a szarvasmarha FcRn sejtszinti
kifejez6désérdl és mikodésérdl, valamint arrél, miképpen szabalyozza a szarvasmarha IgG
homeosztazisat.

F6ébb eredményeink:

1. in vitro rendszerben megallapitottuk, hogy az bFcRn-t kifejez6 epithel sejtekben pH
dependens IgG felvétel mutathatd ki, és a bFcRn ill. az IgG vezikularisan lokalizalodik, de
nem a lizoszomakban kumulalédik

2. in vitro sejtmodellben, valamint fellleti plazmon rezonancia (SPR) rendszerekben
kimutattuk, hogy a human IgG nagyobb affinitassal ké6tédik a bFcRn-hez, mint a bovin IgG

3. SPR rendszerben kimutattuk, hogy a bovin 1gG2 mintegy egy nagysagrenddel (6-25x)
nagyobb affinitassal k6tédik a bFcRn-hez, mint az IgG1

4. génexpresszids vizsgalatainkkal kimutattuk, hogy a bFcRn promoter NFkB transzkripcids
faktorral indukalhaté

5. szarvasmarhaban végzett IgG kilrilési vizsgalatainkkal megallapitottuk, hogy a bFcRn
aktivan kdézremikdodik az 1gG lebomlasanak megakadalyozasaban és a rceptorhoz
nagyobb affinitassal k6t6dé human IgG fél-életideje hosszabb, mint a bovin IgG. Ez a
jelenség kilénésen demonstrativ volt transzkromoszdémalis szarvasmarhakban, amelyek
szervezetében a human IgG nem immunogeén.

6. a bFcRn-t a tejmirigyben kifejez6dd transzgenikus egerekben végzett elemzéseink
kimutattak, hogy a tejmirigyben kifejez6d6 FcRn nem az IgG tejbe iranyulé szekrécidjat,
hanem a tejmirigybdl a vérbe visszajuttatasat végzi

7. a bFcRn-t testszerte kifejez6d6 transzgenikus egerekben végzett elemzéseink kimutattak,
hogy egyfeldl az IgG lebomlasa csokkent mértéki, masfel6l az antigén specifikus humoralis
immunvalasz fokozott. Ennek kdszonhetéen ezeknek az allatoknak az antigén specifikus
ellenanyag termelése lényegesen meghaladja a hagyomanyos allatokét.

Gazdasagi hasznosulas:

A 7. pontban emlitett megfigyelésink alapjan létrehoztunk egy biotechnoldgiai vallalatot,
amelyben ezt az eredménylinket hasznositani kivanjuk. Fontos kiemelnlnk, hogy ezt az
eredményt Bésze Zsuzsanna (MBK) munkacsoportjaval k6zdsen értik el, és eredményeinkhez
mas, korabbi palyazati forras is hozzajarult. E felismerés alapjan Kacskovics és Bdsze
szabadalmi  bejelentést készitettek, majd létrehoztak az ImmunoGenes Kft-et
(www.immunogenes.com), amellyel a szellemi tulajdonjogokkal rendelkez6 ELTE és MBK
hasznositasi szerz6dést kotott. Az ImmunoGenes Kft célja, hogy az emlitett technoldgia révén
transzgenikus allatokat és azokat immunizalas céljabdl hasznositsa. E cég mikddési kereteit
kutatas-fejlesztés, szabalyozas, jog, Uzleti stratégia és pénzugyi finanszirozas teruletén is
kialakitottuk. A céghez magasan kvalifikalt, jelentés nemzetkdzi tapasztalattal bird
menedzsment és egy kitind tudomanyos tanacsadd testilet szerz6dott. Az ImmunoGenes
sikeresen vont be magantékét, elnyert egy hazai K+F palyazatot (OM00117-120/2008),
valamint mikodésének nemzetkdzi szintre emelése érdekében létrehozott egy svajci
részvénytarsasagot (ImmunoGenes AG, www.immunogenes.com), amelynek operativ
tevékenységét a hazai leanyvallalat (ImmunoGenes Kft) keretei kozott végzi.
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